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ZpGsob pfipravy elektrochemického senzoru na
(54) stanoveni alkohold

(57) ReZeni se tyka zpisobu pFipravy
enzymového elektrochemického senzoru na
stanoveni alkoholl. Senzor je tvoren de-
tektorem kysliku, na némZ je fixovéna
vrstva nebo membrana obsahujici poly-
sacharid. Enzym alkoholoxiddza se na tuto
vestvu imobilizuje reakci svych amino-
skupin s aldehydovymi skupinami vytvo-
fenymi jodistanovou oxidaci vicindlnich
diold cukernych jednotek pritomného po-
lysacharidu, alternativng se imobilizu-
je spole&né s rozpustnym oligosachari-
dem nebo polysacharidem. Enzymovy ele-
ktrochemicky senzor ptipraveny popsanym
zplsobem umoZnuje rychle a spolehlivé
mdFit koncentraci alkohold v technolo-
gickych vzorcich bez predchozi upravy
analyzované smési.
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Vyndlez se tykd zpbsobu pripravy enzymového elektrochemického senzoru na stano-
veni alkohold na principu enzymové reakce oxidace katalyzovené imobilizovanou alkoholo-
xidézou v kombinaci s elektrochemickou detekci ekvivalentni spotfeby kysliku.

Stanoveni primarnich slkohold, predeviim methanolu a ethanolu, ale 1 napfiklad
n-propanolu, n-butanolu a allylalkoholu, je velmi dole?ité v fadd technologii chemické~
ho promyslu @ zvls&teé v modernich technologiich. V mnoha pripadech je vyznamné stano-
veni t&chto alkoholld i v surovinach nebo produktech potravinadfského promyslu. Stanove-
ni ethanolu je 2v143t potfebné a velmi gasté i v soudnich a klinickych toxikologickych

laboratofich, pfedeviim 2 devodu legislativni kontroly pfi zajidtovani bezpe&nosti do-
pravy.

2 uvedenych divodd byla pro stanoveni titulnich alkohold vypracovana tada postu-
pd chemickych, v&tiinou s fotometrickou detekci, 1 fyzikalné chemickych, z nichZ nej-

vétdiho uplatnéni doznala plynova chromatografie.

Vv souvislosti s rozvojem enzymovych analytickych postupd vyznadujicich se vyso-
kou citlivosti, jednoduchosti a specifitou danou vlastni podstatou enzymové katalyzy,
byla vé&novana pozornost téZ enzymovému stanoveni pfedev3im ethanolu. PFi tomto stano-
veni se vyuiivd katalytického v&inku alkoholdehydrogendazy (E.C.1.1.1.1.), pritemZ
mno%stvi oxidovaného ethylalkoholu je nejb&ingji sledovano fotometricky na zaklad&
ekvivalentni tvorby redukované formy koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu (NADH);

K enzymovému_stanoveni ethanolu je moZno pouZit té3 alkoholoxidézu, kterd kata-
lyzuje oxidaci alkoholu pfimo kyslikem, ani? by byla nutnd pfitomnost koenzymu NAD®
Substratovd specifita alkoholoxiddzy je viak 3irdi, zshrnuje i n&které daldi primarni
alifatické alkoholy, i kdy% jejich relativni rychlost oxidace je ve srovnini s etha-
nolem vyraznd ni2si. Této skute&nosti mbZe byt na jedné strand vyuZito pro stanoveni
téchto jednotlivych alkohold, na druhé-rstrang viak mGZe byt v nékterych pripadech
zkreslen vysledek analyzy pfitomnosti kontaminujicich alkohold. Z tohoto hlediska je
nejvetsi nebezpeli ovlivn&ni vysledkd analyzy pritomnosti ethanolu jako kontaminujici
slozky pri stanoveni jinych alkoholl. Naopak, pri stanoveni ethanolu zv1asté ve fyziolo-
gickych tekutinadch, nebo jinych vzorcich fyziologického ptvodu, ‘toto nebezpe&i praktic-
ky nepfichazi v uvahu.

Priubih enzymové reakce je mo2ino sledovat pfimo na 24kladé tvorby nebo spotfeby
uréité substance, nebo pomoci naslednych chemickych nebo enzymovych reakci vzniklych
reak&nich produktd. Vedle velmi &asto pouiivané fotometrie ma velky vyznam spojeni
enzymové reakce s elektrochemickymi &idly detekujicimi substraty, produkty nebo jiné
1stky ovlivaujici pribéh enzymové reakce.

Pousiti volnych enzymd je spojeno Vv nikterych pFfipadech s technickymi nebo eko-
nomickymi problémy jejich ziskavani. Z tohoto davodu je velmi atraktivni jejich fixa-
ce v blizkosti elektrochemického &idla, &imz je vytvofen senzor - enzymovad elektroda,
opakované poutitelny pfi stovkach analyz bez jakékoliv spotfeby chemikalii, vyjme
v nékterych pripadech pouze pufru.

Pro stanoveni alkohold byla vypracovana pfiprava enzymoveé elektrody spodivajici
v imobilizaci enzymu alkoholoxiddzy ve spojeni bud s elektrochemickou detekci vznika-
jiciho peroxidu vodiku, nebo s elektrochemickym stanovenim spotFeby kysliku kyslikovym

glankem Clarkova typu.

e S ohledem na stabilitu vytvofeni enzymové elektrody je vyhodna imobilizace enzy-
mu kovalentni vazbou. Pro p¥ipravu enzymovych elektrod je nejlast&ji pouzivanou tech-
nikou imobilizace prokfiZeni molekul pomoci glutaraldehydu, v nékterych pripadech v kom-

binaci s jinymi enzymy &i pfidanou bilkovinou.

Tento problém *esi zpusob pfipravy elektrochemického senzoru na stanoveni alkoho-
lu podle vynalezu, jeho: podstatou je, e na vrstvu nebo membrénu tvofenou materisdlem
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obsahujicim polysacharid se alkoholoxiddza imobilizuje reakci svych aminoskupin s alde-
hydovymi skupinami tvofenymi jodistanovou oxidaci vicin&lnich diol® cukernych Jednotek
pfitomného polysacharidu. Alternativng se enzym alkoholoxidaza imobilizuje na vrstvy

nebo membrinu spoledns s rozpustnym oligosacharidem nebo polysacharidem.

pustnou pouze pro nizkomolekuldrni lacky.

Enzymovy elektrochemicky senzor na stanoveni alkohold ptipraveny podle vyndlezu
umotnuje rychle a spolehlivé mé&fit koncentraci alkohold v technologickych vzorcich bez
predchozi upravy analyzovand smé&si, zvlasca vyhodny je pro stanoveni ethalalkoholu ve
fyziologickych tekutindch, predeviim plazmé a v dechu intoxikovanych probant( v rozsa-
hu desetin a% stovek promile,

Predm&t vynalezu Je dokumentovan na nédsledujicich pfikladech, anis by se jimi
omezoval, '

Priklad 1

Celulézovy ter&ik byl ponofen do roztoku Jodistanu sodného (0,1 mol.dm-S), po dvou
hodinach stani za oblasného promichani byl vyjmut a promyt destilovanou vodou. Na takto
aktivovany terdik obsahujici aldehydové skupiny bylo aplikovéno 150 wl alkoholoxidazy
v 0,1 mol/dm3 fosfatovém pufru PH 7,5. Po Sesti hodinich byl teriik s navdzanou alkoho-
loxidazou fixovan na detektor kysliku a dale pfekryt membrinou z acetatu propoudtéjici
pouze nizkomolekuldrni latky. Pomoci takto pfipraveného enzymového elektrochemického
senzoru byl stanoven ethylalkohol na zakladé ubytku kysliku v reake¢ni sm&si s linearni
odezvou v rozsahu 5.1077 a3 5.10"% mols ethylalkoholu v dm>.

Priklad 2 - )

Na celulézovy teréik aktivovany podle pfikladu 1 byly aplikovdny 2 ,ul kyseliny
octové (0,5 ml.dm-s), 1 pl cyklohexylisokyanidu a 150 ul alkoholoxidézy v 0,1 mol/dm
fosfatovém pufru pH 7,5, Po Sesti hodinach byl terzik g navazanou alkcholoxiddzou dg-

3

kladn& promyt 0,1 mol/dm3 fosfatovym pufrem PH 7,5 a potom byl fixovan na detektor
kysliku. Pomoci takto pfipraveného enzymového elektrochemického senzoru byl stanoven
n-butanol s linedrni odezvou v koncentraénim rozsahu 107% 3 1073 molg v dm>.

Priklad 3
Oxidace dextranu

Ke 2 g dextranu bylo p*idano 50 ml 0,25 mol/dm3 Jodistanu sodného ve 0,05 mol/dm3
fosfatovém pufru pH 6. Po t¥ech hodinach michdni za nepfistupu svétls pfi 20 °¢ byla
reaskéni smés dialyzovana proti vodé& pfi 4 °¢ po dobu 48 hodin,

Aktivace sklen&né porézni vrstvy

lanu v toluenu zahfivan k refluxu po dobu dvandcti hodin. Potom byl promyt toluenenm
23 vysulen,

Imobilizace alkoholoxidazy

Smés alkoholoxidazy a aktivovaného dextranu v poméru 1 : 2 (obj. jed.) byla apli-
kovdna na teréik z porézniho skla modifikovaného gama-aminopropyl:riethoxysilahem.
Tertik byl fixovan na detektor kysliku & dale pfekryt membranou z acetdry celulosy pro-
poustéjici pouze nizkomolekularni latky. Pomoci takto ptipraveného enzymového elektro-
chemického senzoru byl stanoven methylalkohol ve vodnych roztocich s linedrni odezvou
v rozsahu koncentraci 5.1077 a3 4,10 % mol.dm™>,
Ptiklad 4

Ke smési alkoholoxidazy a aktivovaného dextranu p*ipraveného podle prikladu 3
byl p#iddn bezprostiedns pted aplikaci na modifikovand porézni sklo obsahujici amino-
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skupiny cyklohexylisokyanid v pom&ru 150 : 300 : 1. Po Zesti hodinach byl terik s imo-
bilizovanou alkoholoxiddzou @ dextranem promyt 0,1 mol/dm3 fosfatovym pufrem pH 7,5

a potom byl fixovan na detektor kysliku a prekryt membranou z acetatu celuldzy. Pomoci

tokto pfipraveného enzymového elektrochemického senzoru byl stanoven ethylalkohol s li-

nearni odezvou v rozsahu 5. 10_7 aZz 5. 107% mol . dm”

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob pfipravy enzymového elektrochemického senzoru na stanoveni slkohold, ktery
obsahuje detektor kysliku, na ném% je fixovana vrstva nebo membrana tvofend mate-
ridlem obsahujicim polysacharid s imobilizovanym enzymem alkoholoxidazou, vyznalu-
jici se tim, Ze na vrstvu nebo membranu se enzym alkoholoxidadza imobilizuje reakci
svych amincskupin s aldehydovymi skupinami vytvofenymi jodistanovou oxidaci vicinal-
nich diold cukernych jednotek pfitomného polysacharidu.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze na -vrstvé nebo membrand se enzym alkoho-

loxidaza imobilizuje spoleén& s rozpustnym oligosacharidem nebo polysacharidem.
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